Karakterisasi Molekuler Ikan Gurami Soang (Osphronemus gouramy Lac.) yang Mati pada Rentang Waktu Berbeda Menggunakan PCR-RFLP Gen Major Histocompatibility Complex Kelas II B by Spetiawan, Jaka Tri et al.
92 
 
Karakterisasi Molekuler Ikan Gurami Soang (Osphronemus gouramy Lac.) yang 
Mati pada Rentang Waktu berbeda menggunakan PCR-RFLP Gen Major 
Histocompatibility Complex Kelas II B 
 
Jaka Tri Spetiawan
1
, Agus Nuryanto
1
, Hendro Pramono
1
, Kusbiyanto
1
, Petrus H. Tjahja Soedibja
2
  
 
1 
Fakultas Biologi, Universitas Jenderal, Jalan dr. Suparno 63 Purwokerto 53122  
2 
Fakultas Perikanan dan Kelautan, Universitas Jenderal Soedirman 
*
correspondence author: anuryanto2003@yahoo.com 
Abstract  
Gurami (Osphronemus gouramy Lac.) is a popular fish species among Indonesian people. Several 
Gurami strains have been cultivated by fish farmer, one of which is Gurami Soang. This strain is belived 
to have a faster growth rate compared to other strains. However, like other strains, the fingerling of Soang 
strain have also a low survival and suceptible to disease, especially that caused by Aeromonas 
hydrophila infection. It has been proved that seeds from a single spawning event show varibale disease 
resistance. The difference in resistance among individuals is suggested related to the difference in their 
genetic component. One of the genes responsible for resistance is Major Histocompatibility Complex 
(MHC) class II B gene. Variability in resistance can be analyzed by using PCR - RFLP technique. PCR-
RFLP is a technique that can produce a specific DNA fragments by PCR, followed by cutting the PCR 
product using restriction enzymes to describe the presence or absence of restriction sites in DNA 
fragments. This research aims to determine genetic marker to differiantiate between resitant and 
irresistant individual of Gurami Soang infected by A. hydrophila which die at a different time priod based 
on PCR-RFLP MHC class IIB gene. The study used survey method with purposive random sampling. 
This study was done from November 2015 up to April 2016. The Data of PCR-RFLP band patterns were 
analyzed descriptively. The result indicated that cutting of the MHC class II B gene using HinfI produce 
two RFLP bands with 300 bp and 100 bp length in all samples. Meanwhile, the MHC IIB gene was not 
cuted by PstI, HindIII, BamHI and EcoRI enzymes forall samples. These mean that MHC II gene in all 
individuals were monomorphic. Therefore,it can be concluded that there is no specific genetic marker to 
differentiate gurami soang individulas which was dying in different time periods. 
Keywords: Gourami Soang, PCR-RFLP, genetic diversity, MHC class II B gene 
Abstrak 
Ikan Gurami (Osphronemus gouramy Lac.) merupakan jenis ikan yang populer di masyarakat 
Indonesia. Gurami soang merupakan strain ikan gurami yang memiliki laju pertumbuhan yang lebih cepat 
dibanding dengan strain yang lain. Namun, strain soang juga memiliki kelangsungan hidup yang rendah 
dan rentan terhadap penyakit. Penyakit ikan yang sangat berbahaya adalah yang disebabkan oleh 
bakteri Aeromonas hydrophila.  Benih yang berasal dari satu pemijahan memiliki ketahanan terhadap 
penyakit yang bervariasi sehingga jika diinfeksi oleh bakteri A. hydrophila akan memiliki ketahanan 
berbeda-beda. Perbedaan daya hidup tersebut dapat terjadi karena perbedaan komponen genetik yang 
dimiliki pada setiap individu dalam satu pemijahan. Salah satu gen yang bertanggungjawab terhadap 
resistensi adalah gen Major Histocompatibility Complex (MHC) kelas II B. Variasi resistensi dapat 
dianalisa secara molekuler menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) – RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism). PCR-RFLP merupakan suatu teknik yang dapat memperbanyak 
fragmen DNA tertentu melalui PCR, diikuti dengan pemotongan situs restriksi untuk menggambarkan ada 
atau tidak adanya perubahan situs restriksi yang terdapat pada fragmen. Tujuan dari penelitian ini adalah 
mendapatkan marka gen MHC kelas 2B pada ikan gurami soang dari satu pemijahan yang diinfeksi A. 
hydrophila yang mengalami kematian pada rentang waktu berbeda berdasarkan karakter PCR-RFLP.  
Penelitian dilakukan menggunakan metode survey dengan pengambilan sampel secara purposive 
random sampling. Penelitian dilakukan mulai November 2015 sampai dengan April 2016.Data pola pita 
PCR-RFLP dianalisis secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemotongan gen MHC II 
menggunakan enzim HinfI menghasilkan dua pita RFLP yang masing-masing berukuran lebih kurang 300 
pb dan 100 pb. Kedua fragmen RFLP tersebut muncul pada semua sampel ikan gurami soang yang 
diteliti. Sementara itu, gen MHC II tidak terpotong ketika restriksi dilakukan menggunakan enzim PstI, 
HindIII, BamHI, dan EcoRI. Hal tersebut mengindikasikan bahwa gen MHC IIB pada individu yang mati 
dalam waktu berbeda bersifat monomorfik. Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa tidak ada marka 
PCR RFLP gen MHC II yang dapat digunakan untuk membedakan benih ikan gurami soang yang mati 
dengan waktu berbeda. 
Kata kunci: Gurami soang, PCR-RFLP, keragaman genetik, gen MHC kelas IIB 
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Pendahuluan 
Ikan gurami (Osphronemus goramy Lac.) 
merupakan jenis ikan konsumsi yang disukai 
karena dagingnya yang tebal dan rasanya yang 
enak. Gurami telah dibudidayakan secara luas 
oleh masyarakat Indonesia dan menyebar ke 
negara lain (Welcomme, 1988). Ikan gurami 
memiliki beberapa strain di antaranya gurami 
Soang, Jepang, Paris, Bastard, dan Porselen 
yang banyak dibudidayakan (Nugroho, 2011). 
Sementara itu, menurut Setijaningsih et al. (2007), 
strain ikan gurami yang telah dibudidayakan di 
Indonesia meliputi gurami soang, gurami jepang, 
gurami paris, gurami bastar, dan gurami porselen  
Masalah yang sering dihadapi dalam 
kegiatan budidaya ikan adalah adanya penyakit 
pada ikan yang bersifat patogenik baik dari 
golongan parasit, jamur, bakteri, dan virus. Yu, et 
al. (2004) menyatakan bahwa bakteri Aeromonas 
hydrophila merupakan bakteri yang dapat 
menyebabkan penyakit Motile Aeromonad 
Septicemia (MAS) dan sangat membahayakan 
produksi perikanan. Sementara itu menurut Austin 
& Austin (2007), bakteri Aeromonas menjadi salah 
satu penyebab penyakit pada ikan air tawar dan 
dapat menyebabkan penyakit furunculosis dan 
carp erytrodermatitis. Bakteri pada ikan dapat 
dijumpai pada permukaan tubuh dan saluran 
pencernaan. Bakteri tersebut menyerang sistem 
pertahanan ikan yang mengakibatkan nafsu 
makan berkurang, tukak pada kulit dan 
penimbunan cairan dirongga tubuh sehingga 
menimbulkan kematian pada ikan gurami.  
Pertahanan tubuh yang dimiliki setiap 
individu berbeda-beda tergantung komponen 
genetik yang diwarisi dari induknya (Kusbiyanto et 
al., 2016). Variasi sifat pertahanan tubuh dari 
individu dalam satu populasi merupakan 
keanekaragaman yang dimiliki oleh suatu spesies 
yang terdapat dalam suatu populasi (Campbell et 
al., 2009). Variasi intra populasi dapat dilihat 
secara genetik melalui karakter polimorfisme. 
Karakter tersebut seringkali dikontrol oleh satu 
gen yang diturunkan. Penelitian ini akan 
membantu dalam program budidaya melalui 
penyediaan metode seleksi benih secara 
molekuler. Metode selective breeding ini 
merupakan program pemuliaan yang bertujuan 
untuk meningkatkan mutu genetik dari populasi. 
Apabila hal ini dilakukan pada gurami soang, 
maka generasi berikutnya akan memiliki kualitas 
yang lebih baik, misalnya dapat tumbuh lebih 
cepat sehingga pemeliharaannya menjadi lebih 
efisien dan murah (Sembiring et al., 2013).  
Major Histocompatibility Complex (MHC) 
merupakan gen terbesar yang dapat ditemukan 
pada vertebrata yang mengkode molekul MHC 
yang berperan penting dalam sistem kekebalan 
tubuh (Zhao et al., 2013). Molekul MHC terlibat 
dalam interaksi antara benda asing dengan 
sistem pertahanan tubuh ikan. Berdasarkan fungsi 
dan susunan kimianya, gen MHC dibagi menjadi 
dua, yaitu MHC class I dan MHC class II (Pang et 
al., 2013). MHC I merupakan molekul yang terlibat 
dalam presentasi antigen peptida pada 
permukaan sel yang dikenali oleh reseptor T sel 
sitotoksik (TCR) dari limfosit T CD8
+
. Molekul 
MHC I merupakan rantai besar α transmembran 
heterodimer (45 kDa) yang berasosiasi non-
kovalen dengan rantai pendek (12 kDa) β2-
mikroglobulin. Masing-masing rantai besar 
disandikan oleh gen polimorfik yang berisi peptida 
leader, tiga domain ekstraseluler (α1, α2, α3) dan 
transmembran serta sitoplasma (Cuesta et al., 
2007). MHC I berperan penting dalam sistem 
utama kekebalan tubuh (Zhao et al., 2013). 
Major Histocompatibility Complex (MHC) 
adalah suatu kelompok atau kumpulan gen yang 
terletak dalam kromosom 6 dan berperan dalam 
pengenalan dan pemberian sinyal di antara sel-
sel sistem pertahanan tubuh (sistem imun). MHC 
class II termasuk sistem imun spesifik yang 
bersifat adaptif. MHC class II terdiri atas sel-sel 
imunokompeten seperti sel B, monosit, makrofag, 
antigen presenting cells (APC), dan sel T aktif 
yang terdapat pada epitel kelenjar Timus 
(Baratawidjaja, 1991). Respons imun biasanya 
terkait dengan adanya molekul MHC class I dan 
MHC class II. Sel-sel fagositik akan diaktifkan 
oleh MHC class II untuk memproduksi antibodi 
dan mengaktivasi karakter-karakter imunologi 
yang terlibat dalam mengeliminasi parasit dan 
bakteri, dan menetralkan virus (Sucipto, 2011). 
Sebagai salah satu gen yang berfungsi 
menetralkan virus maka gen Major 
Histocompatibility Complex class II (MHC - II) 
telah banyak digunakan sebagai penciri molekuler 
sebagai penanda ikan tahan penyakit (Consuegra 
dan Leaniz, 2008; Rakus et al., 2009; Aryanto et 
al., 2015; Aziz et al., 2015). 
MHC merupakan karakter daya tahan tubuh 
terhadap penyakit yang dapat dideteksi 
keberadaannya secara genotip. Menurut 
Hayuningtyas et al. (2013) hubungan antara 
pertumbuhan dengan gen MHC II memiliki 
korelasi yang negatif. Oleh karena itu, populasi 
ikan yang pertumbuhannya lambat memiliki 
tingkat persentase positif MHC II lebih 
dibandingkan populasi ikan yang pertumbuhannya 
cepat. Selain karakter daya tahan terdapat 
karakter pertumbuhan yang dapat dilihat secara 
fenotip, karakter ini juga berperan penting dalam 
peningkatan produksi secara kualitatif. Oleh 
karena itu, perlu adanya jaminan kualitas ikan 
konsumsi yang baik, salah satunya dengan 
penyediaan induk unggul yang dihasilkan melalui 
perbaikan genetic, sehingga dapat diperoleh 
keturunan gurami yang tahan infeksi A. 
hydrophila. 
Deteksi restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) dilakukan berdasarkan 
pada adanya kemungkinan untuk mem-
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bandingkan profil pita-pita yang dihasilkan setelah 
dilakukan pemotongan dengan enzim restriksi 
terhadap DNA target/dari individu yang berbeda. 
Enzim restriksi akan memotong situs tertentu 
yang dikenalinya. Situs enzim restriksi dari genom 
suatu kelompok organisme yang berubah karena 
mutasi atau berpindah karena genetic 
rearrangement dapat menyebabkan situs tersebut 
tidak lagi dikenali oleh enzim, atau enzim restriksi 
akan memotong daerah lain yang berbeda. 
Proses ini menyebabkan terbentuknya fragmen-
fragmen DNA yang berbeda ukurannya antar 
individu. Polimorfisme ini selanjutnya digunakan 
untuk membuat pohon filogeni/dendogram 
kekerabatan kelompok (Purwantini et al., 2013). 
Berdasarkan penelitian sebelumnya 
dikemukakan bahwa analisis polymerase chain 
reaction (PCR)-RFLP telah diterapkan untuk 
membedakan spesies dan mendeteksi variasi 
antar spesies atau intra spesies variasi berbagai 
spesiesikan (Mesquita et al., 2001; Takehana et 
al., 2004; Cheng and Lu 2005; Ma et al., 2010) 
dan babi (Fibriana et al., 2012).. Oleh karena itu, 
teknik PCR-RFLP dapat digunakan untuk 
menganalisis keragaman dan keseragaman 
genetik individu. Hal ini merupakan salah satu 
alternatif yang dapat digunakan untuk 
menganalisis keanekaragaman genetik pada ikan 
gurami soang berbeda ukuran dalam satu 
pemijahan, sehingga dapat mempelajari apakah 
ada perbedaan situs restriksi pada fragmen DNA 
ikan gurami soang berbeda ukuran yang 
dihasilkan dari satu pemijahan. 
Tujuan dari penelitian ini adalah 
mendapatkan marka gen MHC kelas 2B pada 
ikan gurami soang dari satu pemijahan yang 
diinfeksi A. hydrophila yang mengalami kematian 
pada rentang waktu berbeda berdasarkan 
karakter PCR-RFLP dan juga untuk 
menggambarkan fenomena variasi intra populasi 
yang terjadi pada populasi tersebut.  
Penelitian karakterisasi molekuler dengan 
menggunakan PCR-RFLP gen MHC kelas 2B 
pada ikan gurami soang yang diinfeksi A. 
hydrophila dan mengalami kematian pada rentang 
waktu berbeda ini diharapkan dapat memberikan 
informasi ilmiah mengenai karakter PCR-RFLP 
gen MHC kelas 2B pada ikan tersebut. Informasi 
tersebut dapat digunakan untuk membedakan 
individu yang memiliki tingkat resistensi tinggi dan 
rendah. Oleh karena itu diharapkan dapat 
bermanfaat bagi para pembudidaya ikan gurami 
soang untuk menentukan program pemuliaan 
yang tepat dalam tahapan berikutnya. 
 
Metode 
Penelitian ini dilaksanakan selama enam 
bulan dari November 2015 sampai April 2016. 
Metode yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah metode survey dengan menggunakan 
teknik purposive random sampling, yaitu 
pengambilan sampel hanya individu yang mati 
pada rentang waktu berbeda setelah infeksi A. 
hydrophila. Ikan yang mati mengalami 
peradangan sangat parah dan tidak ada proses 
penyembuhan, sedangkan ikan yang tetap hidup 
pasca infeksi mengalami peradangan namun 
kemudian mengalami penyembuhan. Sirip ekor 
dari masing-masing sampel ikan gurami soang 
dipotong dengan ukuran lebih kurang 5 mm. 
Sampel jaringan sirip ekor selanjutnya diawetkan 
dalam alkohol absolut 96% dan kemudian 
disimpan di lemari es dengan temperatur 4 
o
C.  
Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan 
metode Chelex. Pertama dibuat larutan mastermix 
yang terdiri atas chelex 5% 100 µl, DTT 0,1 mM 5 
µl, dan proteinase-K sebanyak 4 µl, dimasukkan 
ke dalam tube 1,5 ml. Kemudian, pipet 109 µl 
mastermix ke dalam tube 1,5 ml yang telah 
disiapkan untuk masing-masing sampel. 
Potongan sirip ikan dengan ukuran kurang lebih 
0,2 mm dimasukkan ke dalam tube yang telah 
diberi larutan mastermix tersebut. Setelah itu, 
diinkubasi pada suhu 56 
o
C dengan kecepatan 
1000 rpm selama 4-6 jam pada thermomixer. 
Selanjutnya, disentrifugasi dengan kecepatan 
13.000 gr selama 2-4 menit. Supernatan 
ditransfer ke dalam tube baru, kemudian 
diinkubasi kembali dengan kecepatan 1000 rpm 
selama 10-20 menit pada temperatur 95 
o
C untuk 
menghindari sisa protein yang terdapat pada 
templat sehingga tidak menghancurkan Taq 
polymerase. 
Penanda genetik yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah gen MHC kelas II B. Fragmen 
gen tersebut diamplifikasi menggunakan 
sepasang primer MHC Forward : 5’ 
ATGGAAGATGAAATCGCCGC dan MHC 
Reverse 5’ TGCCAGATCTTCTCCATGTCG 
(Wegner et al., 2006). Reaksi PCR dilakukan 
dengan volume total campuran sebanyak 25 µl. 
Larutan campuran tersebut terdiri atas air 
ultrapure (ddH2O) sebanyak 18,4 µl, buffer PCR 
10x sebanyak 2,5 µl, dNTP sebanyak 1 µl, 1 mM 
MgCl21 µl, primer 0,1 mM MHC Forward 1 µl, 
primer 0,1 mM MHC Reverse 1 µl dan, 1 U DNA 
Taq polymerase sebanyak 0,1 µl dan DNA 1 µl. 
Proses PCR dilakukan di dalam mesin thermal 
cycle. Kondisi optimal PCR yang diperoleh 
selama penelitian adalah predenaturasi pada 
suhu 95
0
C selama 3 menit. PCR dilakukan 
sebanyak 3 siklus yang terdiri atas denaturasi 
pada suhu 95
0
C  selama 30 detik, penempelan 
(annealing) pada suhu 45
0
C selama 2 menit dan 
pemanjangan (extention) pada suhu 72
0
C  selama 
1 menit 15 detik. Setelah 3 siklus, kemudian 
dilanjutkan sebanyak 35 siklus yang terdiri atas 
denaturasi pada suhu 95
0
C  selama 30 detik, 
penempelan (annealing) pada suhu 48
0
C  selama 
2 menit dan pemanjangan (extention) pada suhu 
72
0
C  selama 1 menit 15 detik. Setelah 35 siklus, 
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kemudian dilanjutkan dengan pemanjangan akhir 
(final extention) pada suhu 72
0
C selama 9 menit. 
Selanjutnya produk PCR divisualisasikan pada 
elektroforesis gel agarosa 1%. 
Segmen gen MHC kelas II B yang 
teramplifikasi dilakukan skrinning untuk 
memperoleh situs polimorfisme menggunakan 5 
enzim restriksi (EcoRI, BamHI, HindIII, PstI, dan 
HinfI). Pemotongan enzim restriksi dilakukan 
mengikuti protokol dari Thermo scientific dengan 
volume total campuran sebanyak 32 µl. Larutan 
campuran tersebut terdiri atas 18 µl nuclease free 
water, 10 µl produk PCR, 2 µl 10X buffer enzim, 
dan 0,5-2 µl enzim restriksi (1 U). Masing-masing 
larutan campuran dimasukkan ke dalam tube 1,5 
ml dan diinkubasi pada suhu 37 
o
C selama ± 16 
jam. Sampel hasil digesti dimigrasikan pada gel 
agarosa 1 % dalam 1X TAE buffer dan diwarnai 
dengan menggunakan EtBr (ethidium bromide). 
Fragmen yang terpotong divisualisasikan di 
bawah UV trans-illuminator. Penggunaan enzim 
restriksi diharapkan mampu menghasilkan pola 
restriksi (pemotongan) DNA sehingga dapat 
digunakan untuk mengetahui adanya perbedaan 
antara individu yang digunakan pada penelitian 
ini. Jika terdapat situs pemotongan maka enzim 
restriksi akan memotong DNA pada situs yang 
dikenal sehingga sekuens DNA terpisah menjadi 
fragmen-fragmen DNA. Ada atau tidaknya situs 
restriksi ditentukan berdasarkan kemunculan 
fragmen RFLP. Profil marka PCR-RFLP untuk 
setiap individu dianalisis kemunculan pitanya 
menggunakan teknik elektroforesis gel agarosa 
1% dan menggunakan marka 100 bp ladder 
sebagai pembanding fragmen yang diperoleh. 
Variabel yang diamati pada penelitian ini 
yaitu keragaman genetik intra populasi ikan 
gurami strain soang. Sementara itu, parameter 
yang diamati keberadaan marka PCR-RFLP yang 
dapat digunakan untuk membedakan ikan yang 
mati pada rentang waktu berbeda. Profil marka 
PCR-RFLP untuk setiap benih yang mati pada 
rentang waktu berbeda dianalisis secara deskriptif 
berdasarkan kemunculan pita RFLP pada gel 
agarosa.  
 
 
Hasil dan Pembahasan 
Profil Genom Total Hasil Isolasi DNA Ikan 
Gurami Soang 
DNA dari 12 individu ikan gurami soang 
berhasil diisolasi meskipun DNA yang diperoleh 
terlihat tidak utuh (smear) (Gambar 1.). Pita 
smear ini menunjukkan adanya fragmen-fragmen 
DNA yang terbentuk akibat perlakuan fisik selama 
proses ekstraksi DNA, seperti penggunaan 
butiran-butiran chelex. Butiran-butiran tersebut 
diduga yang menyebabkan genom terfragmentasi 
dan ketika divisualisasi pada gel agarosa terlihat 
sebagai smear.  Menurut Weeden et al. (1992), 
munculnya pita smear pada elektroforesis hasil 
isolasi DNA juga dapat terjadi karena adanya 
kontaminasi bahan organik lainnya seperti RNA 
dan protein. 
 
Gambar 1. Hasil visualisasi genom total ikan 
gurami soang 
 
Keterangan :  
1 & 7 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 2 & 8 = sampel ikan gurami soang yang mati 
pada hari kedua, 3 & 9 = sampel ikan gurami soang 
yang mati pada hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari keempat, 5 & 11 = 
sampel ikan gurami soang yang mati pada hari kelima, 
6 & 12 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
keenam, dan M = DNA marka 1kb 
 
Menurut Weeden et al. (1992), hasil isolasi 
DNA tersebut masih bisa digunakan sebagai 
template yang cukup baik untuk reaksi PCR. 
Kondisi tersebut juga pernah dilaporkan pada 
beberapa penelitian terdahulu yang memperoleh 
produk PCR dengan kuantitas dan kualitas yang 
baik meskipun menggunakan templat DNA 
berupa DNA smear (Nuryanto & Kochzius, 2009; 
Nuryanto et al., 2012; Azizah et al., 2015).  
 
 
Amplifikasi Gen MHC Kelas II B 
Hasil amplifikasi gen MHC Kelas II B berupa 
fragmen DNA berukuran lebih kurang 400 pasang 
basa (pb). Pita amplikon yang dihasilkan 
merupakan fragmen yang diharapkan, karena 
menurut Hayuningtyas et al. (2013) dan Wegner 
et al. (2006), amplifikasi gen MHC Kelas II B dari 
genom total menggunakan primer MHC II akan 
menghasilkan produk dengan panjang sekitar 400 
pb. Produk amplifikasi (amplicon) dapat dilihat 
pada Gambar 2. 
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Gambar 2.  Hasil amplifikasi Gen MHC Kelas 
II B ikan gurami soang  
Keterangan :   
1 & 7 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 2 & 8 = sampel ikan gurami soang yang mati 
pada hari kedua, 3 & 9 = sampel ikan gurami soang 
yang mati pada hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari keempat, 5 & 11 = 
sampel ikan gurami soang yang mati pada hari kelima, 
6 & 12 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
keenam, dan M = DNA marka 100 pb 
Produk PCR 400 pb diperoleh setelah 
melalui proses optimasi suhu, waktu, dan 
kombinasi reagen yang tepat. Gen MHC Kelas II 
B diamplifikasi dari 12 individu, namun produk 
amplifikasi hanya diproleh dari 7 individu. Produk 
amplifikasi memiliki variasi intensitas pita yang 
dihasilkan seperti tebal dan jelas, tipis dan samar-
samar. Hasil tersebut diduga disebabkan oleh 
perbedaan jumlah salinan amplifikasi yang 
dipengaruhi oleh keberadaan pengulangan 
sekuens tertentu dalam genom. Menurut Poerba 
& Martanti (2008), jumlah dan intensitas pita DNA 
yang dihasilkan sangat tergantung pada 
kemampuan primer mengenali urutan DNA 
komplementernya pada cetakan DNA yang 
digunakan. Intensitas pita DNA hasil amplifikasi 
pada setiap primer dipengaruhi oleh kemurnian 
dan konsentrasi DNA templat. DNA templat  yang 
mengandung senyawa-senyawa seperti 
polisakarida dan senyawa fenolik sering 
menghasilkan pita DNA amplifikasi yang redup. 
Sementara itu, menurut Gusmiaty et al. (2012), 
perbedaan DNA hasil amplifikasi disebabkan 
adanya persebaran lokasi basa nukleotida di 
dalam genom yang menjadi tempat atau situs 
penempelan primer. Jarak antar situs amplifikasi 
ini menghasilkan fragmen DNA dengan berbagai 
ukuran pasang basa. 
Selain faktor yang telah dijelaskan di atas, 
keberhasilan proses PCR juga sangat dipengaruhi 
oleh beberapa faktor lain yaitu kondisi 
deoksiribonukleotida triphosphat (dNTP), 
oligonukleotida primer, DNA template (cetakan), 
komposisi larutan buffer, jumlah siklus reaksi, dan 
faktor teknis dan non-teknis lainnya, misalnya 
kontaminasi (Yuwono, 2006). Faktor lain yang 
diduga sebagai penyebab produk amplifikasi tidak 
baik yaitu efisiensi reaksi amplifikasi dengan 
teknik PCR tidak akan meningkat dengan 
meningkatnya jumlah siklus amplifikasi, karena 
tingginya siklus amplifikasi dapat menyebabkan 
terjadinya inaktivasi enzim DNA polimerase, 
degradasi dNTPs ataupun akumulasi hasil PCR 
yang nonspesifik. Pertimbangan faktor lain yang 
berperan penting dalam optimalisasi PCR adalah 
pengaturan temperatur pada penempelan primer 
dan waktu dari masing-masing reaksi. Sementara 
itu menurut Christianti et al. (2003), hasil PCR 
yang baik dipengaruhi oleh beberapa faktor 
seperti kemurnian hasil ekstraksi DNA, ketepatan 
pemilihan primer yang digunakan serta ketepatan 
kondisi PCR. Apabila konsentrasi DNA terlalu 
rendah akan menghasilkan fragmen sebagai pita 
yang sangat tipis pada gel atau bahkan pita tidak 
terlihat secara visual. Sebaliknya, konsentrasi 
DNA yang terlalu tinggi akan menyebabkan 
fragmen terlihat tebal sehingga sulit dibedakan 
antara satu pita dengan pita lainnya (Haris et al., 
2003). Primer merupakan bagian penting dalam 
reaksi PCR karena primer merupakan inisiator 
pada sintesis DNA target. Primer yang digunakan 
pada penelitian ini telah memenuhi syarat dalam 
seleksi primer seperti terdiri atas 20 basa dan 
memiliki kandungan G/C sebesar 50%.  
 
Profil Marka PCR-RFLP Benih Ikan Mati Pada 
Rentang Waktu Berbeda 
Pemotongan produk PCR menggunakan lima 
enzim restriksi diperoleh satu enzim yang 
menghasilkan pola marka RFLP yaitu HinfI. 
Setelah dilakukan pemotongan produk PCR 
menggunakan enzim HinfI, dua pita RFLP yang 
dihasilkan berukuran lebih kurang 300 pb dan 100 
pb. Kedua fragmen RFLP tersebut muncul pada 
semua sampel ikan gurami soang meskipun mati 
pada rentang waktu berbeda. Pemotongan yang 
menghasilkan dua pita ini menunjukkan bahwa 
gen MHC Kelas II B mempunyai satu sisi 
pemotongan untuk enzim HinfI. Hasil pemotongan 
produk PCR menggunakan enzim HinfI dapat 
dilihat pada Gambar 4.3.  
Pola marka Hinf1 yang dihasilkan sama 
untuk semua individu, maka marka Hinf1 PCR-
RFLP gen MHC kelas II B tidak dapat digunakan 
sebagai pembeda antara benih ikan yang mati 
pada waktu berbeda. Hal ini diduga karena semua 
benih ikan yang mati pascainfeksi bakteri A. 
hydrophila memiliki alel gen MHC kelas II B yang 
sama dan waktu kematian tidak terkait dengan 
variasi komponen genetik. Hal tersebut berbeda 
dengan penelitian Jakaria & Noor (2011) pada 
sapi Bali (Bos javanicus) yang menghasilkan alel 
heterozigot menggunakan gen Pit-1 yang 
dipotong emnggunakan enzim Hinf1. Perbedaan 
tersebut terjadi karena spesies organisme bahkan 
classis organisme yang digunakan dalam 
penelitian ini berbeda dengan penelitian Jakaria 
dan Noor (2011). Pada penelitian ini digunakan 
ikan gurami soang sedangkan pada penelitian 
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Jakaria dan Noor (2011) digunakan sapi. Menurut 
Kusbiyanto et al. (2016) setiap spesies diduga 
memiliki ukuran gen yang berbeda termasuk 
ukuran gen MHC. Hal ini didukung oleh penelitian 
Hayuningtyas et al. (2013), Aryanto et al. (2015), 
dan Supriyanto & Dharmawantho (2015) yang 
memperoleh amplikon gen MHC II yang berbeda 
dari spesies ikan berbeda. 
 
Gambar 3.    Hasil pemotongan produk PCR 
menggunakan Enzim HinfI  
Keterangan  :   
1 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 3 = sampel ikan gurami soang yang mati pada 
hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan gurami soang yang 
mati pada hari keempat, 5 & 11 = sampel ikan gurami 
soang yang mati pada hari kelima, 8 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari kedua, dan M = DNA 
marka 100pb 
Hasil pemotongan produk PCR mengg-
unakan enzim Pst1 dapat dilihat pada Gambar 4. 
Penggunaan enzim PstI tidak menghasilkan 
marka spesifik sebagai pembeda strain ikan yang 
tahan terhadap A. hydrophila dan hanya 
menghasilkan pita dengan ukuran 400 pb. Kondisi 
ini terjadi diduga karena tidak situs spesifik yang 
dapat dikenali oleh enzim Pst1. Menurut Santoso 
et al. (2008) enzim Pst1 memiliki situs 
pemotongan (restriksi) pada posisi 5’C-T-G-C-
A↓G 3’ atau 3 G↓A-C-G-T-C 5’. Hasil penelitian ini 
sama dengan penelitian Azizah et al. (2015) pada 
ikan Osphronemus gouramy berbeda ukuran. 
Pada penelitian tersebut enzim Pst1 juga tidak 
dapat memotong gen sitokrom c oksidase 1 
(CO1). Persamaan hasil tersebut diduga karena 
kedua gen yang digunakan dalam penelitian ini 
dan penelitian Azizah et al. (2015) sama-sama 
tidak memiliki situs restriksi untuk enzim Pst1. 
 
Gambar 4. Hasil pemotongan produk PCR 
menggunakan Enzim PstI  
Keterangan :  
1 = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 3 = sampel ikan gurami soang yang mati pada 
hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan gurami soang yang 
mati pada hari keempat, 5 & 11 = sampel ikan gurami 
soang yang mati pada hari kelima, 8 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari kedua, dan M = DNA 
marka 100 pb 
Hasil pemotongan produk PCR menggu-
nakan enzim HindIII dapat dilihat pada Gambar 5. 
Penggunaan enzim HindIII tidak menghasilkan 
marka spesifik sebagai pembeda strain ikan yang 
tahan terhadap A. hydrophila dan hanya 
menghasilkan pita dengan ukuran 400 pb. Enzim 
HindIII memiliki situs pemotongan (restriksi) 
5’A↓A-G-C-T-T-3’ atau 3’T-T-C-G-A↓A 5’ (Brown, 
1991). Tidak terpotongnya gen MHC IIB dari ikan 
gurami soang yang digunakan dalam penelitian ini 
diduga karena tidak ada situs spesifik yang dapat 
dikenali oleh gen HindIII. Hasil penelitian ini 
berbeda dengan hasil penelitian Azizah et al. 
(2015) pada ikan Osphronemus gouramy soang 
berbeda ukuran. Perbedaan ini terjadi karena 
setiap gen urutan basa nukleotida yang berbeda 
sehingga situs restriksi yang dimiliki setiap gen 
berbeda meskipun diisolasi dari individu atau 
spesies yang sama. 
 
Gambar 5. Hasil pemotongan produk PCR 
menggunakan Enzim Hind III  
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Keterangan :  
1  = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 3 = sampel ikan gurami soang yang mati pada 
hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan gurami soang yang 
mati pada hari keempat, 5 & 11 = sampel ikan gurami 
soang yang mati pada hari kelima, 8 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari kedua, dan M = DNA 
marka 100 pb 
Hasil pemotongan produk PCR menggu-
nakan enzim BamHI dapat dilihat pada Gambar 6. 
Penggunaan enzim BamHI tidak menghasilkan 
marka spesifik sebagai pembeda strain ikan yang 
tahan terhadap A. hydrophila dan hanya 
menghasilkan pita dengan ukuran 400 pb. Kondisi 
tersebut terjadi karena gen MHC IIB dari gurami 
soang tidakmemiliki situs restriksi yang dikenali 
oleh enzim BamH1.   Menurut Ausubel (2003) 
enzim BamHI akan mengenali situs restriksi 
dengan urutan basa nukleotida pada posisi 5’ 
G↓G-A-T-C-C 3’ atau 3’C-C-T-A-G↓G 5’. Hasil 
penelitian ini sama dengan hasil penelitian Azizah 
et al. (2015) pada ikan Osphronemus gouramy 
soang berbeda ukuran. Tidak terpotongnya 
produk PCR pada penelitian ini dan penelitian 
Azizah et al. (2015) diduga terjadi karena tidak 
terdapat situs pengenalan enzim restriksi BamHI 
pada semua sampel. 
Hasil pemotongan produk PCR menggu-
nakan enzim EcoRI dapat dilihat pada Gambar 7. 
Penggunaan enzim EcoRI tidak menghasilkan 
marka spesifik sebagai pembeda strain ikan yang 
tahan terhadap A. hydrophila dan hanya 
menghasilkan pita dengan ukuran 400 pb. Kondisi 
tersebut diduga karena pada gen MHC IIB ikan 
gurami soang tidak terdapat situs restriksi yang 
dapat dikenali oleh gen EcoR1. Enzim EcoRI 
memiliki situs pemotongan (restriksi) pada posisi 
5’ G↓A-A-T-T-C 3’ atau 3’ C-T-T-A-A↓G 5’ 
(Gholizadeh & Kohnehrouz, 2009). Hasil 
penelitian ini sama dengan hasil penelitian Azizah 
et al. (2015) pada ikan Osphronemus gouramy 
soang berbeda ukuran. Persamaan hasil tersebut 
diduga gen MHC IIB dan CO1 padaikan gurami 
soang tidak memiliki situs restriksi yang dapat 
dikenali oleh enzim EcoR1. 
Keragaman genetik atau polimorfisme me-
miliki pengertian yaitu keberadaan dua atau lebih 
alel pada sebuah lokus dalam populasi. 
Keragaman genetik dapat diamati dengan 
pengamatan melalui karakter genetik dengan sifat 
yang diamati berupa DNA, yang sulit dipengaruhi 
lingkungan (Langga et al., 2012). Polimorfisme 
memiliki penilaian variasi genetik di alam yang 
terbaik dengan cara melihat nilai rata-rata 
heterozigositas yang teramati. 
 
Gambar 6. Hasil pemotongan produk PCR 
menggunakan Enzim Bam HI  
Keterangan : 1  = sampel ikan gurami soang yang mati 
pada hari kesatu, 3 = sampel ikan gurami soang yang 
mati pada hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan gurami 
soang yang mati pada hari keempat, 5 & 11 = sampel 
ikan gurami soang yang mati pada hari kelima, 8 = 
sampel ikan gurami soang yang mati pada hari kedua, 
dan M = DNA marka 100 bp) 
Lokus dinyatakan polimorfik apabila memiliki 
variasi alel dalam suatu populasi, sedangkan 
apabila tidak memiliki variasi maka dinyatakan 
bersifat monomorfik. Individu yang memiliki alel 
sama pada suatu lokus dinyatakan memiliki 
genotip yang homozigot, sedangkan yang 
memiliki alel berbeda dinyatakan heterozigot. 
Suatu lokus dianggap polimorfik apabila frekuensi 
alel yang paling sering muncul yaitu sama atau 
kurang dari 0,99 (Hughes et al., 2008). Hasil 
penelitian ini tidak menunjukkan adanya 
polimorfisme gen MHC Kelas II B pada ikan 
gurami soang yang mati pada waktu berbeda. 
Pemotongan produk PCR menggunakan enzim 
HinfI menghasilkan dua pita RFLP yang masing-
masing berukuran lebih kurang 300 pb dan 100 
pb. Kedua fragmen RFLP tersebut muncul pada 
semua sampel ikan gurami soang. Pemotongan 
yang menghasilkan dua pita ini menunjukkan 
bahwa gen MHC Kelas II B mempunyai satu sisi 
pemotongan untuk enzim HinfI. Sedangkan 
pemotongan menggunakan enzim restriksi PstI, 
HindIII, BamHI, dan EcoRI tidak menunjukkan 
variasi individu jika dipotong atau dengan kata lain 
dalam keadaan monomorfisme, memiliki alel 
serupa (homozigot) sehingga nilai 
heterozigositasnya 0 (nol). Oleh karena nilai 
heterozigositas yang diperoleh 0 (nol), sehingga 
tidak perlu dianalisis lebih lanjut mengenai 
polimorfisme, frekuensi alel dan kekayaan alel 
menggunakan software Arlequin. 
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Gambar 7. Hasil pemotongan produk PCR 
menggunakan Enzim Eco RI  
 
Keterangan :  
1  = sampel ikan gurami soang yang mati pada hari 
kesatu, 3 = sampel ikan gurami soang yang mati pada 
hari ketiga, 4 & 10 = sampel ikan gurami soang yang 
mati pada hari keempat, 5 & 11 = sampel ikan gurami 
soang yang mati pada hari kelima, 8 = sampel ikan 
gurami soang yang mati pada hari kedua, dan M = DNA 
marka 100 bp) 
Berdasarkan hasil penelitian yang telah 
dilakukan, karakterisasi genetik ikan gurami 
soang dengan waktu kematian berbeda dalam 
satu pemijahan menggunakan PCR-RFLP gen 
MHC Kelas II B tidak menunjukkan adanya variasi 
pada level molekuler. Oleh karena itu, gen MHC 
Kelas II B dalam penelitian ini dapat dikatakan 
tidak dapat digunakan sebagai penanda genetik 
untuk membedakan ikan gurami soang dengan 
waktu kematian berbeda. Variasi waktu kematian 
tersebut dimungkinkan terjadi bukan disebabkan 
oleh faktor genetik gen MHC Kelas II B, meskipun 
memiliki peran yang vital dalam pertahanan. 
Diduga masih terdapat beberapa faktor lain yang 
mengatur laju ekspresi gen tersebut. Hal ini 
dijelaskan lebih lanjut oleh Christianti et al. (2003) 
yang menyatakan bahwa variasi dapat terjadi 
karena adanya variasi genetik atau variasi 
lingkungan atau karena keduanya, yaitu variasi 
genetik dan lingkungan. Populasi dengan 
keragaman genetik yang tinggi memiliki peluang 
hidup yang lebih baik karena setiap gen memiliki 
respon yang berbeda-beda terhadap kondisi 
lingkungan, sehingga keragaman genetik yang 
tinggi di dalam populasi ikan dapat terlindung dari 
gangguan lingkungan (Hartl & Jones, 1998). 
 
Kesimpulan dan Saran 
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh 
yaitu penggunaan enzim Hinf1, Pst1, HindIII dan 
EcoR1 tidak dapat menghasilkan marka genetik 
PCR-RFLP Gen MHC Kelas II B dapat digunakan 
sebagai marka molekuler pada populasi ikan 
gurami soang yang mati pada waktu berbeda 
pasca infeksi bakteri Aeromonas hydrophila. 
Perlu membandingkan antara sampel ikan 
yang masih hidup dan mati pasca infeksi bakteri 
A. hydrophila untuk mengetahui ada tidaknya 
perbedaan genetik antara ikan yang resisten dan 
tidak resisten terhadap serangan bakteri tersebut 
serta menggunakan enzim restriksi yang berbeda. 
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